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論 文 内 容 要 旨
海産魚介類 による食中毒 原:因菌 の一っ として世 界的に注 目されっつあ る腸炎Vibrioは・増殖に
3%食塩 を必要 とする海凄細菌であ り,塩濃度依存性か らみて低 等度好塩 菌に分類 され る。 この細
菌は低濃度の塩溶液に さらす と溶 菌をおこすことか ら,細 胞表 層構造の維持に適当な濃度 の塩類 の
存在が不可欠であるが,個 々の酵素活性に対 する塩類の役 割につ いては詳細な研究は行なわれてい
ないo
筆老ははじめ海産魚介類 の腐敗過程 には汚染細菌 としての海凄細菌の関与が重要 と考え,腐 敗ρ
進行に伴つて生成 される揮発性 ア ミン類の うち,特 に新鮮 な材料ではほ とん ど検出 されず,細 菌の
増贈 こ伴つて急激に増加するトリメチルア ミソに注 目し その生成磯蜘こっいてV.p。rαhoemolyhcus
を用い検討を行なつた。その結果 トリメチ ルア ミンーN一 ナキサイ ドか らNADHを 補酵素 として
次式に従つて,還 元的に トリメチル ア ミソを生成す ることを酵素反応 レベルで明らかにすることが
できた。(CH∂,N→0+NADH+H+→(CH,),時困A西Hρ
この還元酵素は 食品 の腐 敗時 しぽ しぽ検出される細菌類に広 く分布 してお り,腐 敗過程 で生成 さ
れる トリメチ ルア ミンの大部分は,食 品中の トリメチルア ミンーN一 オキサ イ ドの還元に よるもの
と考 えられる。
一方 トリメチルア ミンーN一 オキサイ ド以外 の トリメチルア ミン:生成経路 と しては.Choline
がClo5量ridiumによって非酸化的に分解 され ることが報告されてい る。 しか しbetαine類か ら
の生成については全 く知 られていなかつた。そ こでbe曾dne類の トリメチ ルア ミソ前駆体として
の可能性を検 討 した結果,獣 肉,魚 肉に豊富 に存在するCqrniHneが唯 一の炭素源 として利 用
される場合、Serrdiqmorcescensケこよって分解代謝 され トリメチルア ミソを生 成す ること
が判明 したoDL-Cαrnけine一→(CH3)3N峰DL¶αlde
しか しなが ら,cαrnけi聡 か らの トリメチ ル ア ミン生 成経 路 は,栄 養 源 と して 他の利用
し得 る炭 素 源が 存在 す る場 合 には 誘 導形 成 ざれ ない こ とか ら,,食品の腐 敗過程では トリ
メチ ルア ミソ生成源 としてそれほ ど寄与 していない と考 えられる。
この反応で最 も特徴的な ことは,D-cαrnitlneも分解 されてD-molGteが生成 される点 で
ある。D二mdα ↑eの代謝にっいては,特 異的な脱水素酵素の誘導が必要 で,D-mddeは 次式
のよ うに分解 され る。 『 匿
D¶ 。i。,。+NAD+→Py,。v。・ +CO、+NAD嚇H+
この酵素の誘導形成能は限られた㈱ こ認めら払 腐敗細菌について調べたところ 特にPro,eus属の うち,
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pro量eusreBgeriのみに認め られ・Pro量eus属の分類のKey反応 として 有効 であ ることを
明らかに した℃ 、
海棲細菌類は魚介類の第げ次汚染細菌 としてきわ めて重要 であ るが,そ の代謝活性 の特徴にっい
てはほとん ど検討されていないσ
筆者はV・Pqr。h・emdyhcusに存在す る 量・ri爬州ylQmine-N.oxidereductqse..
の性質を検討中,こ の反応には特定の1価Cqfionを必要 とすることを見出 した。そ こで海棲細菌
であるVibrioのα好塩性 ●'に着 目し,触 媒する反応が類以 しているphosph◎hydrolose類に
っいてその細胞局在性を調べ,さ らに精製酵素を用いて塩類 に よる活性修飾の様式 およびイオン依
存性 を詳細に検討 した。をの結果次のこ とを明 らかにすることが できた。
リ ノ ノ
1)3-nucIeoUdqse活 性 を 持 つ2,3-cyclicphos莇odies量erqseお よ び無機 丁 シ 酸
を 制 限 す る こ と に よ つ て 誘 導 形 成 さ れ るdkαli・eph。sphdqsdよ 非 好 塩 性 細 菌 で あ る
EscherichiqColiの 場 合 と同 様 に表 在 性 酵 素 で あ るが.E・coliで 表 在 性 酵 素 と考 え ら
れ て い る5Lnucleohd・seは 細 胞 膜 に 結 合 した 状 態 で,父 αcidph。sph。bseは 細 胞 質
に 局 在 して い る 。in。rgαnlcpyrophosphdGseに つ い て は 、E・cohと 同 様 に 細 胞 質 に
局 在 して い る 。
2)3Lnucle。 口dGse,5Lnuciedid・seは 活 性 発 現 に1価 ・ni。nを必 要 ・と し.dkqline　
phosphqfαseは特 に 中 性 のpH領 域 で 顕 著 に 活 性 化 さ れ るoさ らに 、5-nucledidαseは
ア ル カ リ性 で1価c。 雪i。nと 前 処 理 す る と 酵 素 の 活 性 化 が み られ る 。αcidphQ釦hdoseは そ
の 安 定 化 にqnionを 必 要 と し,pyr。phosphα曾。seは 。ni。nに よ つ て 失 活 が 促 進 され.反 応
は イ ナ ン 強 度 に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 こ の よ う に 多 様 な 塩 修 飾 はE・Coliの 酵 素 で は 認 め られ な
い0
3)塩 類 に よ る修 飾 は 膜 績 合 酵 素 で あ る 量rime奮hylGmine-N-oxideredudαseの 反 応 促
ノ
進お よび5-nucle。tidαseの前処理に よる活性化の場合を除 き,い ずれの場合にもQnion
依存性である。その効果については,塩 析効果に対応するlydropic系列(q>Br>NO・>
CIO4,SCN)に従い,好 塩細菌の酵素類に とつてClは きわめて重要な 。nionであ る。
生)cdion特 異性 については膜結合型 酵素に認 められ,好 塩細菌の1価cdionに よる膜構 造
維持 と酵素の活性型構造維持 との相関が考え られ る。
5)酵 素の塩依存性は局在性 と関係が あ り.特 に膜結合型 および表在 性酵素の活性発現 に塩 要求性
の高い ものが多い。
6)反 応に対する αnionの作用様 式は,各 酵素の至適PHで はdkαlineph。sphotqseの場合
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を除 き、基質に対す る酵素の親 和性(Km)をかえず,酵 素一 基質複合体の分解 速度(Vm)を修飾す
るように働 らく。
7)qlkoIinePhosphGtqseで}ま・ ・ni。nによる活性修飾 はpHに 依存 して著 しく変化す るが.
この現象 は酵素,基 質,修 飾因子 として のonionを含む反応系において,各 解離 定数 および速度
定 数がbHに 依存 して変化するためであ ることを動力学的に明 らかに した。酵素活性 の塩修飾は酵
素蛋 白の荷電状態と密接に関係 していると考え られる。
8)onionによるpyrophosρhα}αseの失活促進 およびイ オン強度に よる反 応阻害は,Mg2+お
よび基質(MgPFi2一)濃度 と関係があ り.生 理的 条件では細胞内Mg2+濃 度が高い(約20聯M)
ことか ら,細 胞内塩類に よる影響は少ない ものと考え られ る。
以上の通 り,好塩性Vibrioに存在す る酵素類は塩類に よって様 々な修飾 を受ける ことが明 らかと
なったが,特 徴的な点は αni。n依存性で ある。したが って好 塩細菌の酵素類では,蛋 白構 造 に お け
る疎水 結合の重要性 が考 えられ,・nionの共通した基本的作用機構 としては,酵 素蛋 白の疎水結 合
に影響を与 えて活性 を修飾す るものと考 えられる。従来,酵 素反応にお ける 。ni。nの役割 につ いて
は,ほ とんど検討 されていなかつたが,本 研究 によつて好 塩性Vibrioの酵素類は顕著なonion依
存性を示 し,特 に生理的 条件においては,1価 ・ni。nとしてClの 重要性を指摘す るこ とが でき
た。
以 上
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審.査 結 果 の 要 旨
本論文において著者 は,第 一 に海産魚介類 の腐敗 に伴な って生 じる トリメチル ア ミン(TMA)
の生成機序 に関 して酵素的研究を行 ない,好 塩性Vibrioparahaemolyticusを材料 と し
て,ト リメチルア ミンオキサイ ド(TMAO)還 元酵素 関与の生成機構を 明 らか に した。
TMAO以 外 にTMAの 生 成源 とな り得 るの として,Serratiamarcescensがカルニチ ン
をTMAに 変 えるが,こ れ はカルニチ ンが唯一 の炭素 源で ある場合 に限 られ,腐 敗の主経路で は
ない。 しか しこの系で同時 に誘導 され るD-malate脱水素酵素 は新 ら しい誘導酵素で あ り,さ
らに誘導形成能はProteus属の分類 に利用 し得 ることを明 らか に した。
さて上で も触れた好塩性Vibrioは 食中毒原 因菌 として重要で あ るが,発 育 に3%の 食塩 を
要求す る。塩類 は細胞表層構造 の維持 に不可欠 とされてい る.そ こで著者は本論文 の第この論点
と して,本 菌 の有す る個 々の酵素活性 に対す る塩類の役割 りを明 らか に しよ うと した。
キ
先ず上記TMAO還 元酵素 が塩類で活性化 され,一 価 カチオ ンの中ではNaが 最 も良 い ことを
見 出 した。次 いで詳細な検 討には材料 と してVibriQaIginoIyticus;を用 いて,触 媒す る
反応 が類似 しなが ら局在性 の異 なる数種 めphosphohydrolaseを選 び,こ れ ら酵素 の塩類 に
よる活性修飾の 様式およびイオ ン依存性 を比較 し,さ らに細胞 内局在性 との関連 も検討 した。
その結 果,1)共 通 してアニオ ン依存性 が認め られ ることか ら好塩細菌の酵素 の活性構造維持
に疎水結合の関 与が重要 と考え られ ること。2)カ チオ ン依存性 も5'一nucleotidaseと
TMAO還 元酵素の両膜結合酵素 に認め られた こと。3)塩 類 の効果 はK加 を変えず,基 質 一酵 素
複合 体の分解 速度(Vm)を 変え るように働 らくこ と。4)AlkaIinephosphataseでは修
飾様式炉pHに 依存 して変化す ることか ら蛋 白の イオ ン化状態 との密接 な関連が考え られ ること。
および,5)塩 依存性 は局在性 と関係があ り,特 に膜結合型 および表在酵素 に好塩性 の高い もの
が多 いこと,な どが明 らか とな った。
以上の如 く本論文 は好 塩菌を中心 として,TMAの 生成や塩依存性 に関連 した生化学 的新知見
を多 く含 んでお り学位論 文と して価値 ある もの と認 める。
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